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ABSTRACT

The sensitivity to Cu2+
, Hg2T

, Cd2
, Pb2+

, Th4+ and Al 3+
has been evaluated for a group

of 13 bacterial strains belonging to the Bradyrhizobium genus of symbiotic bacteria.

Bacteria were isolated from root nodules of Adenocarpus, Chamaecytisus, Glycine, Lotus,

Teline and Ulex. There was not any relationship among the bacterial sensitivity to the metals

and the geographical origin or with the host from which the bacteria were isolated. However,

strain AU02I, isolated from Ulex nodules growing in the pyrite mines of Rio Tinto (Huelva,

Spain) was the most insensitive to the toxic metals employed. In some strains Hg2 ~ increased

the toxic effect of Cu2 '. This effect did not required direct contact between both metals.

RESUMEN

Se ha estudiado la sensibilidad a Cu2
~, Hg2

~, Cd2
~, Pb2

~, Th 4_
y AP~ de un grupo de 1

3

estirpes de bacterias pertenecientes al genero Bradyrhizobium aisladas de diferentes legu-

minosas. No se ha encontrado relacion entre la resistencia a metales y el origen geografico

o la planta hospedadora de la que se aislaron las estirpes estudiadas, aunque la estirpe

AU02I, aislada de nodulos de Ulex encontrada en el entorno de las minas de pirita de Rio

Tinto (Huelva), fue especialmente resistente a los metales estudiados. Se encontro que el

Hg2 ~ incrementa la sensibilidad al Cu2 ' de algunas estirpes. Este fenomeno no requirio el

contacto directo entre ambos metales y se produjo entre estirpes diferentes.
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1 INTRODUCTION

Las bacterias de los generos Rhizobium, Bradyrhizobium y relacionados son consti-

tuyentes frecuentes de la microbiota del suelo, pero destacan principalmente por su capaci-

dad de infectar leguminosas formando nodulos radicales en donde llevan a cabo la reduc-

tion del nitrogeno atmosferico hasta formas directamente asimilables por la planta hospe-
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dadora [2]. Estas bacterias son importantes para el balance nitrogenado de los suelos, no

solo en ecosistemas naturales, en donde se ha encontrado una notable biodiversidad (por

ejemplo, en el pinar de la Isla de Tenerife, [9]), sino tambien como inoculantes comerciales

para establecer simbiosis con leguminosas de interes agricola, en donde permiten prescindir

del uso de fertilizantes nitrogenados. En el caso del genero Bradyrhizobium, la soja es el

cultivo mas importante en el que se emplean estas bacterias.

Los metales pesados ejercen un importante efecto toxico sobre las comunidades

microbianas del suelo y el agua [5]. Esta toxicidad se ejerce bloqueando grupos runcionales

esenciales, desplazando iones metalicos o alterando la conformacion activa de macromole-

culas especificas. La rapida industrializacion a escala global implica que la liberacion de ori-

gen antropico de metales pesados al medio ambiente ha adquirido una relevante importan-

cia, tanto en zonas previamente industrializadas como en zonas agricolas. Apesar de su tras-

cendencia, el efecto de estos metales toxicos sobre los rizobios se ha estudiado en relativa-

mente pocos casos, centrados por otra parte en bacterias del genero Rhizobium [6, 11]. Por

ello ha parecido interesante estudiar la resistencia a varios metales de una serie de estirpes

bacterianas adscritas al genero Bradyrhizobium, de distinto origen geografico y aisladas de

diferentes plantas hospedadoras, con el objeto de obtener una vision panoramica de la resis-

tencia a metales entre las bacterias de este genero.

2 MATERIALESY METODOS

2.1 Estirpes empleadas y medios de cultivo.

Se usaron estirpes de bacterias pertenecientes al genero Bradyrhizobium aisladas de

nodulos de diferentes leguminosas (Tabla I).

Estirpe Hospedador Original Localidad

B. (Chamaecytisus) BCO-4 Adenocarpus foliolosus Las Raices (Tenerife)

B. (Chamaecytisus) BGA-1 Teline stenopetala Mazo (La Palma)

B. (Chamaecytisus) BTA-1 Chamaecytisus proliferus ssp. proliferus La Laguna (Tenerife)

B. (Chamaecytisus) BTA-7 Chamaecytisus proliferus ssp. proliferus Garafia (La Palma)

B. (Chamaecytisus) BTA-8 Chamaecytisus proliferus ssp. proliferus Fuencaliente (La Palma)

B. (Lotus) IB3 Lotus subbiflorus Durazno (Uruguay)

B. (Lotus) IB4 Lotus subbiflorus Durazno (Uruguay)

B. (Lotus) LSI \ Lotus subbiflorus Florida (Uruguay)

B. (Ulex) AU02I Ulex parviflorus Rio Tinto (Huelva)

B. (Ulex) AU03 Ulex parviflorus Rio Tinto (Huelva)

B. (Ulex) AU02C Ulex parviflorus Rio Tinto (Huelva)

B. japonicum E 1 09 Glycine max Nueva Zelanda
1

B. japonicum E 1 1 Glycine max Brasil
'

B. japonicum SEMIA 5080 Glycine max Brasil
]

B. japonicum USDA MO Glycine max EEUU2

Suministradas por Ing. Agr. Alejandro Perticari. Area Microorganismos del Suelo - CNIA - INTA Castelar.

Suministrada por el Dr. Ramon Bellogin. Universidad de Sevilla

Tabla I. Lista de las estirpes de Bradyrhizobium usadas en este trabajo.
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En primer lugar se usaron 4 estirpes de interes agricola, adscritas a la especie B. japo-

nicum, siendo algunas de ellas empleadas como inoculantes comerciales para el cultivo de

soja en Brasil y Argentina [10]. Las restantes estirpes empleadas se han aislado de nodulos

de leguminosas silvestres. Cinco provienen de leguminosas arbustivas endemicas de

Canarias, caracterizadas previamente en nuestro laboratorio [8]. Tres estirpes, aisladas en

nuestro laboratorio, provienen de nodulos de Ulex parviflorus del nacimiento del Rio Tinto,

en la zonas de mineria de pirita de dicha localidad de la provincia de Huelva, y otras 3 estir-

pes fueron aisladas en Uruguay a partir de nodulos de Lotus subbiflorus [4]. Todos los ais-

lados presentaron patrones electroforeticos de sus lipopolisacaridos claramente diferencia-

bles, por lo que pueden considerarse estirpes diferentes [7].

Las bacterias se cultivaron en medio liquido YM, compuesto por K2HP04 0,05%,

MgS04 0,02%, NaCl 0,01%, extracto de levadura 0,08% en agua. En el medio original de

Vincent [12] se empleaba como fuente de carbono manitol a una concentracion de 10 g/1;

para evitar la excesiva produccion de polisacaridos la concentracion de manitol empleada en

este trabajo ha sido de 1 g/1 . El pH del medio se ajusto a 6,5. Para el cultivo en placa se ana-

dio al medio agar al 2%y Rojo Congo a una concentracion de 25 mg/1.

2.2 Determinacion de la resistencia relativa a metales.

Se determino el efecto de las siguientes sales metalicas: CuS04 .5H 2 0; HgCl 2 ;

Cd(N0 3 ) 2 .4H 2 0; Th(N0
3 ) 4 .4H 2 0; Pb(N0

3 ) 2 y A1C1
3

. Se decidio emplear un mitodo basa-

do en la difusion del metal en medio de cultivo solido. A pesar de que este metodo no per-

mite conocer con precision la concentracion real del metal que esta actuando sobre la bac-

teria debido al desconocimiento de la constante de difusion del cation metalico en el medio

de cultivo [3], si que es posible realizar con facilidad el estudio comparado de una gran can-

tidad de muestras y determinar la toxicidad relativa del metal para los diferentes aislados

[3]. En resumen, el metodo consiste en determinar el diametro del halo de inhibicion pro-

ducido por diferentes concentraciones de metal sobre el crecimiento de un cesped bacteria-

no homogeneo. Para ello se procedio del siguiente modo:

El crecimiento bacteriano en medio liquido se determino midiendo la absorbancia a

600 nm. Para los ensayos se ajusto con agua esteril a un valor comprendido entre 0,8 y 1,1

unidades; seguidamente 500 |il de la suspension bacteriana se extendieron homogeneamen-

te sobre medio YMen placa de Petri y se dejo secar al aire. Posteriormente se depositaron

5 ul de la disolucion del metal a la concentracion correspondiente a cada experimento, y se

dejo secar al aire. Las placas se incubaron a 30° y se midio periodicamente el diametro del

halo de inhibicion hasta los 7 dias de cultivo. La aplicacion presento un diametro compren-

dido entre 5 y 6 mm.
Sin embargo, para metales que formen complejos insolubles con alguno de los com-

ponentes del medio de cultivo este metodo no es aplicable. Esto se debe a que si no difun-

de el metal libremente no se originarian gradientes de concentracion de la especie metalica

a partir del punto de aplicacion de la disolucion del metal y, por consiguiente, no se for-

maran halos de inhibicion.

La primera parte de este estudio se centra en determinar cuales son los cationes meta-

licos cuya toxicidad relativa puede ser evaluada por el metodo de difusion en el medio soli-

do complejo empleado, comparando los resultados obtenidos con un ensayo de toxicidad del

metal en medio liquido. Para ello se cultivo la estirpe seleccionada en medio YM, al que se

le anadio el metal a la concentracion adecuada. El crecimiento bacteriano se determino

midiendo la absorbancia de la disolucion a distintos tiempos de cultivo.
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3 RESULTADOS

3.1 Aplicabilidad del metodo empleado para el estudio de la toxicidad de metales.

En experimentos previos se encontro que ni el agua destilada ni disoluciones hasta

100 mMde KNO- produjeron halos de inhibicion en el crecimiento de los cespedes bacte-

rianos.

Para determinar la aplicabilidad del metodo de difusion radial en agar se emplearon

las estirpes USDA110, BTA-1 y BGA-1. En estos casos se obtuvieron halos de inhibicion

del crecimiento claros y definidos con Hg2+
, Cu2+

, Al 3+
y Cd2+

a concentracion 10 mMpara

el mercurio, o 100 mMpara los restantes metales. Sin embargo, no se encontro ningun halo

de inhibicion con Th4+
incluso a una concentracion de 100 mM. En este caso se formo un

precipitado en el punto de aplicacion de la disolucion del metal. La carencia de halo de inhi-

bicion no se debe a falta de toxicidad del torio, ya que el Th4+
inhibe el crecimiento de

Bradyrhizobium BGA-1 en medio liquido a concentraciones muy inferiores a 1 mM(Figura

1). En estas condiciones se formo un precipitado a concentraciones de torio superiores a 100

uM; sin embargo, se pudo observar la inhibicion del crecimiento a concentraciones de 200

y 500 uM.

0,0 100p 2000 300,0 400,0 5000 6000

|jM Torio

Figura 1. Absorbancia de cultivos de 7 dias B.

(Chamaecytisus) BGA-1 crecidos en medio liquido YMcon

diferentes concentraciones de torio anadidas al inicio del cul-

tivo.

El comportamiento del Pb2+ en medio solido fue parecido. Aunque a una concentra-

cion de 100 mMse produce un pequeno halo de inhibicion, este fue solo 2 6 3 mmmayor

que al diametro de la aplicacion, apareciendo ademas un precipitado en dicho punto.

Ademas, no fue posible medir su posible efecto toxico en medio liquido YMporque formo

un precipitado con el medio y no origino inhibicion del crecimiento hasta una concentracion

10 mM.

3.2 Efecto del tamano del inoculo sobre el diametro del halo de inhibicion.

Para comprobar si el numero de bacterias empleadas como inoculo para la siembra

del cesped tenia alguna influencia sobre el halo de inhibicion causado por el metal se empleo

Hg2+
y las estirpes BCO-4 y AU02I, que por experimentos previos se sabia que eran sensi-

ble y resistente, respectivamente, al mercurio. Los resultados se muestran en la tabla II.
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Dilucion del inoculo

Absorbancia a 600 nm

Diametro del halo ± S

BCO-4 (Hg
2+

1 mM)

1/1 1/10 1/100

0,997 0,135 0,011

15,2±0,5 15,5±0,6 15,2±0,5

AU02I (Hg
2+ 10mM)

1/1 1/10 1/100

0,830 0,097 0,027

13,0±0 14,5±0,6 15,5±0,6

Tabla II. Efecto del inoculo bacteriano sobre el diametro del halo de inhibicion.

Aunque se encontro un pequeno efecto de la dilucion del inoculo en el caso de la estirpe

AU02I, los resultados muestran claramente que no cabe esperar influencia significativa de
la densidad de bacterias empleadas en el inoculo dentro del rango de absorbancias emplea-
das en ulteriores experimentos, de 0,8 a 1,1 unidades.

3.3 Efecto del Cobre.

A concentraciones iguales o superiores a 25 mMde Cu" se encontraron dos tipos de
halo de inhibicion: en uno, la inhibicion del crecimiento fue total dentro del halo, que pre-

sentaba un borde nitido, mientras que en el segundo se observaron dos halos concentricos:

uno interior, difuso, con un crecimiento menor que en el resto de la placa, y uno exterior con
borde nitido. Este resultado se puede interpretar suponiendo que existe un rango de concen-
traciones de Cu2+

que inhibe parcialmente el crecimiento de las bacterias. En el primer
grupo se encuadraron las estirpes BTA-7, USDA110, IB4 y SEMIA 5080, que originaron

un unico halo nitido, mientras que en las restantes estirpes se encontro el segundo tipo de
halo de inhibicion. La presencia o ausencia del halo secundario fue un caracter estricta-

mente reproducible entre diferentes ensayos. Las estirpes IB3 y LS71 resultaron sensibles al

Cu2+

,
presentando un halo secundario muy marcado. IB4 fue sensible al Cu2+

,
pero no pre-

sento halo, y USDA110 fue resistente. BTA-1 presento un comportamiento intermedio: si

bien la inhibicion total por el cobre fue comparable a la encontrada con la estirpe mas resis-

tente, presento un halo secundario de inhibicion claramente definido. Las restantes estirpes

presentaron rangos de sensibilidad intermedia entre los anteriores.

mMCu2+

10 25 50 100

I E I E I E I E

IB3 7 — 20 28 24 50 30 55

LS71 7 — 15 24 22 42 22 50

BTA-1 8 — 10 20 12 34 14 41

IB4 9 — 11 — 22 — 30 ...

AU02C 9 — 10 13 12 22 15 23

AU02I 6 — 9 — 11 * 14 21

USDA110 7 — 9 — 10 — 11 ...

*Presenta esporadicamente un halo externo de inhibicion

Tabla III. Efecto del cobre sobre el crecimiento de 7 estirpes. Se muestran los resultados de un
experimento representative. I: halo interne E: halo externo.
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3.4 Resistencia a mercuric

Todas las estirpes, con la excepcion de AU02I, se comportaron de igual modo, pre-

sentando halos de inhibicion en presencia de mercurio que dependieron de la concentration

como se muestra en la tabla IV. La estirpe AU02I resulto ser muy resistente al Hg2+ en las

condiciones de ensayo. Los halos de inhibicion fueron siempre claramente definidos, con

borde nitido y sin trazas de crecimiento en su interior.

mMHf
0,01 0,1 1,0 10

AU02I No hay halo 6 ±0,6 7 ±0,8 13,7 ±0,8

Resto de las

estirpes *

7,1 ±0,7 8,6 ±1,0 15,9 ±1,2 31,6 ±3,6

* Se presenta la media ± desviacion estandar de los halos de inhibicion de todas las estirpes. En todos los

casos el diametro del halo se encontro en el rango comprendido por la media ± 1,5 S.

Tabla IV. Diametro en mmdel halo de inhibicion producido por diferentes concentraciones de

Hg2+
.

3.5 Interaction entre el cobre y el mercurio.

Cuando se aplicaron en la misma placa de cultivo las disoluciones a ensayar de Cu2+

y de Hg2 ^ se observo en algunos casos que el halo de inhibicion producido por el Cu2t
era

mayor que el encontrado en placas en las que no estaba presente Hg2 ~. Es decir, que la pre-

sencia de mercurio incrementaba el efecto toxico del cobre, aunque ambos metales se

encontraban aplicados en puntos diferentes y suficientemente separados para que no hubie-

se contacto entre los halos de inhibicion que ambos producian. Este resultado se obtuvo tam-

bien en ensayos en los que se separo fisicamente mediante corte la zona de la placa en la

cual se depositaba el mercurio de aquella en la cual se depositaba el cobre, por lo que cabe

deducir que este fenomeno no se debia a la difusion a traves del agar. Este fenomeno lo pre-

sentaron las estirpes BGA-1, BTA-8, BCO-4, USDA1 10 y AU02C, y no lo presentaron las

estirpes BTA-7, AU02I y AU03

.

100mMCu2+ 100mMCu2+
, 10mMHg2+

AU02I 15,3 ±0,5 14,1 ±0,9

AU03 21,0 ±0,8 20,7 ± 0,5

BGA-1 16,0 ±0,8 24,7 ±1,2

BCO-4 19,7 ±0,9 30,7 ±1,5

Tabla V. Halo de inhibicion producido por 100 mMCir" en presencia o ausencia

de una aplicacion de 10 Mg Hg" en la misma placa. Los experimentos se reali-

zaron por triplicado, y se presentan las medias ± desviacion estandar del diame-

tro del halo interno.

El incremento de la toxicidad aparente del cobre producida por el mercurio se encon-

tro tambien entre diferentes estirpes empleando el metodo de la placa partida. Para ello se

sembro en media placa una estirpe y en la otra media una diferente, aplicandose Cu2 ^ o Hg2 ^
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en cada mitad, segun procediera. Los resultados de un experimento se muestran en la Tabla

VI. En resumen, en presencia de Hg2x
tanto BCO-4 (tabla V) como AU02I producen un

compuesto volatil que incrementa la toxicidad del Cu2 " para la estirpe BC04, pero que no

afecta a la toxicidad del Cu2 ~ para la estirpe AU02I.

Estirpe en presen-

cia de 1 mMHg2+

Estirpe en pre-

sencia de Cu
2+

mMCu2+

25 50 100

ninguna BCO-4 10,3 ±0,5 12 ±0,8 18,7 ±3,1

AU02I BC04 19,5 ±3,0 23,2 ± 4,3 28,7 ±4,1

ninguna AU02I 9,0 ± 0,0 10,0 ±0,8 14,5 ± 0,4

AU02I AU02I 9,5 ± 0,8 10,2 ±1,4 13,3 ±0,9

Tabla VI. Diametro medio de los halos internos de inhibicion producidos por diferentes concentra-

ciones de Cu" en presencia o ausencia de la estirpe AU02 1 cultivada en presencia de Hg" en la misma
placa.

3.6 Efectos del cadmio, plomo y aluminio.

Las estirpes estudiadas se agruparon en tres grupos claramente definidos en lo que se

refiere a su sensibilidad al cadmio, como se muestra seguidamente.

mMCd2+

Categoria Estirpes 10 100

Sensibles BTA-l;BTA-8

IB4

15,0 ±0,3 32,3 ± 2,0

27 ± 0,4

Moderadamente

sensibles

BGA-1; BCO-4;

AU03;E109;E110

13,2 ±1,1 24,5 ± 0,9

Resistentes BTA-7;IB3;AU02I;

AU02C;USDA110;

SEMIA5080;LS71

7,2 ±1,1 16,0 ±0,6

Tabla VII. Diametro en mmdel halo de inhibicion producido por diferentes concentraciones

de Cd: ".

Destaca el comportamiento de la estirpe B. (Lotus) IB4. No solo 10 mMCd2 produjo un

halo de inhibicion significativamente mayor que en las restantes estirpes, sino que fue la

unica en la que la concentracion de 1 mMprodujo un claro halo de inhibicion (11 mm). En
ningun caso se encontro halo de inhibicion cuando la concentracion de cadmio fue de 0,1

mM.
Como se ha expuesto en el apartado 3.1, el Pb2 en todos los casos origino halos de

inhibicion muy pequenos cuando se empleo a concentracion 1 00 mM. No se produjo halo de

inhibicion a concentraciones de 10 mMo inferiores. Todas las bacterias estudiadas se com-
portaron igual, no encontrandose ninguna estirpe ni especialmente sensible ni resistente.
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Aunque el Al" no es considerado generalmente como un metal toxico de importan-

cia ambiental, estudiamos su efecto sobre los bradirizobios porque la estirpe BGA-1 produ-

ce un exopolisacarido acido capaz de formar un precipitado con Al 3+
[1], mientras que el

exopolisacarido producido por otras estirpes no presenta este fenomeno. Teniendo en cuen-

ta que este precipitado exopolisacarido-metal podria constituir un mecanismo de defensa de

la bacteria frente a concentraciones toxicas del aluminio, parecia interesante determinar si

existian diferencias de sensibilidad al aluminio entre las diferentes estirpes, y si estas dife-

rencias estaban relacionadas con el tipo de polisacarido producido por cada una. Para ello

se usaron exclusivamente las estirpes de las que es conocida la estructura de su polisacari-

do. En ningun caso el Al 3+
a una concentracion 10 mMo inferior produjo halo de inhibicion.

A una concentracion de 100 mMse produjeron halos de inhibicion nitidos, pero no se

encontro ninguna relacion entre la naturaleza del polisacarido y el diametro del halo de inhi-

bicion.

BTA-1 BGA-1 BTA-7 BTA-8 BCO-4 USDA110

Tipo de polisacarido Neutro acido acido acido neutro acido

Precipitacion con Al
3+ No si no no no no

Diametro 10,3 ±0,5 11,8 ±0,4 10,0* 7,3 ±0,5 14,4 ±0,9 7,1 ±0,6

* El triplicado origino el mismo valor.

Tabla VIII. Diametro del halo de inhibicion (en mm) producido por 100 mMAl 3+
.

4 DISCUSION

Aunque el metodo de difusion en agar empleado en este trabajo no es preciso para

determinar las concentraciones inhibitorias de los diferentes cationes metalicos, si que resul-

ta util para determinar la sensibilidad relativa de las diferentes estirpes estudiadas. En este

sentido cabe senalar que la resistencia a metales no esta relacionada ni con el origen geo-

grafico ni con la planta hospedadora de la que se aislaron las estirpes. Asi, la estirpe AU02I,

aislada en las inmediaciones de las minas de pirita de Rio Tinto, resulto ser la mas resisten-

te a mercurio, y aparece en el grupo de las mas resistentes a cadmio y cobre, al igual que

AU02C; esto cabria esperarlo teniendo en cuenta su origen. Sin embargo, la estirpe aislada

de la misma localidad AU03 no fue especialmente resistente a estos metales. Tampoco se ha

encontrado una correlation general en la resistencia a diferentes metales: por ejemplo, las

estirpes IB3 y LS71 resultaron resistentes al cadmio pero muy sensibles al cobre. Por su

parte la estirpe USDA110 de B. japonicum, de uso generalizado como inoculante de soja,

mostro una elevada resistencia a cobre y cadmio.

Por otro lado, este metodo ha permitido demostrar la existencia del incremento de la

sensibilidad al Cu2+ en presencia de Hg2+
. Este fenomeno reviste un notable interes, ya que

en nuestro conocimiento no habia sido descrito anteriormente y plantea cuestiones de impor-

tancia en cuanto al estudio de la toxicidad de metales pesados. En resumen, el fenomeno

considerado tiene las siguientes caracteristicas: 1) No requiere el contacto directo entre el

Cu2 ~ y el Hg2+
, lo que implica la transmision de un compuesto volatil. 2) Es especifico para

determinadas estirpes. La presunta volatilidad del compuesto activo se puede explicar facil-

mente, teniendo en cuenta que uno de los procesos de elimination de mercurio consiste en
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su metilacion a metil-mercurio, asi mismo toxico pero volatil. Obviamente se requiere tra-

bajo posterior para confirmar esta hipotesis, pero de ser cierta supondria que el efecto toxi-

co de los metales no debe ser estudiado aisladamente, dado que se pueden producir efectos

de tipo sinergico que requieran protocolos de estudio adecuados.
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